



































lagt ned.  Først og  fremst  er det en  laginnsats  av  en dyktig  gruppe  forskere  ‐ Petter  S. K. 
Risøe, Johanna Ågren, Yin Yong og undertegnede ‐ som har drevet dette prosjektet frem. En 
takk også til Lyngstadaas et al som har hjulpet oss med analyser av cytokiner, og til Avdeling 
for  medisinsk  biokjemi  på  Rikshospitalet  som  har  analysert  blodprøver  for  biokjemiske 
markører.  
 
En egen  takk  går også  til min min  arbeidsomme og  fremragende  veileder Dr. Petter  S. K. 
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sunt  liv.  Da  den  bibelske  figuren  Daniel  ble  tatt  til  fange  og  ført  til  hoffet  under  kong 
Nebuchadnezzar av Baylon, forslo han et kontrollert klinisk forsøk for å undersøke effekter 
av en vegetarisk diett, og evidens sprunget ut av denne studien førte til endringer i regimets 
tilnærming  til  folkehelse  (Daniel  1:11‐16).  I  følge  dagens  kunnskap  antas  de  viktigste 
komponentene  for  denne  helsefremmende  effekten  å  være  polyfenolene.  Et  stort  antall  
epidemiologiske  og  kliniske  studier demonstrerer  klar  relasjon mellom  polyfenolinntak  og 




inflammasjon  som  forårsaker  degenerative  og mutagene  skader  på  cellene.  Polyfenoler  i 





stressbelastning  er  mangelfull.  Blodforgiftning,  eller  sepsis,  er  en  tilstand  av  slik 
immunologisk  tilleggsbelastning hvor det er holdepunkter  for at de  intracellulære  sykliske 
adenosinmonofosfat  (cAMP)  nivåene  er  nedregulert. Det  er  tidligere  vist  at  ligander  som 
øker de  intracellulære nivåer av cAMP gjennom å øke aktiviteten  i adenylyl cyclaser  (ACs)  
(f.eks. noradrenalin/adrenalin, vasopressin, og adrenomedullin) kan ha gunstige effekter ved 










av  infeksjon,  og  hvor  resultatet  kan  være  tap  av  organfunksjon  og  død. Mortaliteten  av 
alvorlig  sepsis med  organsvikt  er  rapportert  å  ligge mellom  30‐50 %  [43].  Sepsis  er  også 






ble  klart  at  en  overdrevet  og  uproposjonert  proinflammatorisk  cytokinproduksjon  setter  i 




SIRS  er  definert  ved  tilstedeværelse  av  to  eller  flere  av  følgende  kriterier;  1)  hyper‐  eller 




brannskader, pankreatitt,  traume eller kirurgi  [59]. Da  spennet mellom  tilstander  som kan 
føre til SIRS er stort, følger det naturlig at det er ikke den skadelige hendelsen som fører til 
syndromet, men  kroppens  respons på hendelsen.  Forståelsen av hvordan  inflammasjonen 
opprettholdes,  selv  etter  at  faren  er  over,  er  en  av  nøklene  for  å  forstå  den  unike 
patofysiologien som preger syndromet. I følge Lewis Thomas’ hypotese kan immunsystemets 
aktivitet  forklares  ved  en  initiell  hyperinflammasjon,  som  varierer  i  alvorlighetsgrad  etter 
flere  indre og ytre faktorer. For pasienter der  infeksjonen eller skaden fjernes raskt, vil den 








I  dag  ser  vi  på  overdreven  proinflammatorisk  immunmediatorproduksjon  som  drivkraften 
bak patofysiologien ved sepsis, fulgt av en hypoinflammasjon som svekker kroppens forsvar 
og  som ukontrollert  kan ha  fatal utgang.  Selv  om  kunnskapsgrunnlaget  for  forståelsen  av 







Hver  celle  og  hvert  organ  i  kroppen  er  avhengig  av  det  intracellulære  cAMP 
budbringersystemet for å utføre essensielle funksjoner. Syklisk AMP (cAMP) produseres fra 





med  ett  unntak,  membranbundede  enzymer  som  reguleres  av  ekstracellulære  signaler 
gjennom transmembran G‐protein koblede reseptorer (GPCR) og G‐proteiner [20]. Forenklet 
kan  man  si  at  G‐proteiner  frigitt  av  en  aktivert  reseptor  kan  enten  stimulere  (Gs)  eller 
hemme  (Gi)  GPCR  ligander,  som  igjen  vil  finstyre  cAMP‐produksjon/‐nedbrytning  i  cellen 
[42].  Hundrevis  av  forskjellige  GPCR  eksisterer,  men  nye  studier  har  avdekket  at 
interaksjonene mellom de enkelte GPCR og AC ved cellemembranen er svært spesifikke, og 








isoformer,  cAMP‐regulerte  ionekanaler  og  utvekslingsproteinene  som  aktiveres  av  cAMP 





Uspesifikk  manipulering  av  cAMP‐nivåer  intracellulært  har  vist  seg  å  dempe  natulige 
immunfunksjoner  i  makrofager,  monocytter  og  nøytrofile  ved  å  modulere  tre 




å  avgjøre  immuncellenes  respons  til  aktiverende  stimuli;  med  fleksibilitet  og  presisjon 
modulerer  den  frigjøringen  av  proinflammatoriske  og  antiinflammatoriske  mediatorer 
(gjennomgått  i  [18,64]). Grov manipulasjon av  cAMP‐signalet har demonstrert en potente 












største  kommersielle  suksesser,  hvorav  den  mest  kjenteer  medikamentet  sildenafil  for 
erektil  dysfunksjon.  Senere  litteraturgjennomganger  påpeker  imidlertid  også  det 






I  endotoksiske hunder  kan man observere nedregulering  av  globale  cAMP nivåer  [30], og 
intravenøs  injeksjon  av  cAMP‐analoger øker minuttvolum, normaliserer urinvolum, bedrer 
systemisk  vasokonstriksjon  og minsker  kjemiske markører  for  endotoksisk  sjokk  [47,72].  I 
tillegg  til  dette  vil  plasma  fra  septiske  pasienter  hemme monocyttenes  cAMP‐produksjon 




Fra  1970‐tallet  har  det  vært  klart  at  hepatiske  cAMP‐nivåer  er  lavere  ved  endotoksemi‐
modeller hos  rotter  [16,73]. Også abnormale nivåer har  vært  registert  i hundelever,  samt 
reduserte responser fra AC på forskjellige GCPR‐ligander [30,31]. Gjennom studier på 1990‐
tallet ble det klart at ikke bare er cAMP‐nivåene senket hos septiske pasienter, men i tillegg 




2A  (A2A) eller hypofysenhormonet  adenylyl  cyclase  activating peptide  (PACAP)  reseptorer 
gjør  musene  uvanlig  mottakelige  for  å  utvikle  sepsis  ved  infeksiøse  belastninger  [22]. 
Samtidig  er  det  rapportert  at mangel  på  PDE‐isoformen  4B,  som  bryter  ned  cAMP,  økte 
overlevelsen  hos  knock‐out mus,  selv  etter  en  høydose  intraperitoneal  LPS‐injeksjon,  og 
reduserte makrofagial TNF α‐produksjon med >50 % [36]. 
 
Også  som  virulensfaktor  er  cAMP‐nedregulering  av  betydning,  noe  som  ytteligere 
















kan  deles  i  fem  store  kategorier.  Blant  dem  finner  man  en  stor  og  variert  gruppe  kalt 




I  1987  la Gey  frem  sin  antioksidanthypotese, og  denne  fikk  raskt  status  som  hegemonisk 
forklaring  på  hvorfor  polyfenoler  i  kosten  har  en  dokumenterbar  positiv  effekt  på 
livsstilsykdommer  [29].  Kort  fortalt  går  hypotesen  ut  på  at  kosttilførte  “små‐molekyl” 
antioksidanter  (f.eks.  urat,  askorbat  og  tocoferoler) motvirker  frie  oksygenradikaler  frigitt 
under en inflammasjon, et konsept utledet av deres in vitro  antioksidantegenskaper. Da det 
imidlertid  senere  ble  observert  at    polyfenoler  ikke  ser  ut  til  å  ha  noen  signifikant 
konvensjonell  antioksidantkapasitet  in  vivo  grunnet  dens  begrensede  biotilgjengelighet, 
foreslo  flere  studier  at  de  induserer  oppregulering  av  endogene  antioksidant  enzymer  og 
således  utøver  en  “indirekte  antioksidant  effekt”  [65].  Andre  forfattere  har  påpekt  at 
polyfenoler kan akkumulere i vev i høyere konsentrasjoner og gjennom dette tenkes å utøve 
lokale antioksidanteffekter [41]. 
Mangelen  på  en  godt  karakterisert,  spesifikk  in  vivo mekanisme  for  deres  helseeffekt,  til 
tross for utstrakt forskning over flere år, har ført til at enkelte i feltet tar til orde for at andre, 
ikke‐antioksidante  mekanismer  muligens  spiller  en  rolle  [41,65,71].  Det  er  foreslått  at 
polyfenoler også kan være  i  stand  til å  interagere med  intracellulære  signalkaskader  for å 







av  fosfodiesteraser  ble  oppdaget  så  tidlig  som  i  siste  halvdel  av  1970‐tallet  [4,27,60].  Et 
allment studert eksempel er inhibisjonen av blodplateaggregasjon ved å heve intracellulære 
cAMP‐nivåer gjennom polyfenol‐mediert PDE inhibisjon [5,23,53]. En nylig review summerer 





de  fleste  inflammatoriske  celler,  PDE4  [51,56].  Polyfenolet  resveratrol  rapporteres  også  å 
påvirke et oppstrøms sete i signalkaskadene ved å aktivere adenylyl cyclase direkte [25]. 
 
Vår  hypotese  er  at  modulering  av  det  viktige  intracellulære  cAMP  budbringersystemet, 
primært gjennom  inhibisjon av de cAMP‐hydrolyserende enzymene  fosfodiesteraser  (PDE), 
spiller  en  betraktelig  viktigere  rolle  for  å  frembringe  de  gunstige  helseeffektene  korrelert 
med polyfenolinntak enn  tidligere antatt. Hvis dette stemmer, impliserer denne hypotesen 
at andre strukturelle karakteristika av polyfenolene, som deres antatte molekylære passform 




For  å  gi  et  illustrativt  eksempel  av  en  spesifikk  molekylær  mekanisme  avledet  av  vår 
hypotese,  vil  vi  utdype  den  hypotetiske  sammenhengen mellom  inflammasjon,  PDE4B  og 
flavonoidet genistein. Markert økt overlevelse og signifikant lenger overlevelsestid har vært 
rapportert  i  PDE4B  knock‐out  mus  etter  lipopolysakkarid‐indusert  sjokk  utløst  av 
intraperitoneal  injeksjon,  såvel  som  redusert  frigivning  av  og  respons  på  en  hel  rekke 
proinflammatoriske  mediatorer  i  makrofager  og  nøytrofile  [1,36].  Data‐simulert 
røntgenkrystallografisk modellering  av  flavanoidet  genistein  forutsier  at  det  passer  i  det 
sykliske  nukleotidbindingssete  av  PDE4B  [51].  Ved  kompetitiv  inhibisjon  av  PDE4Bs 




genistein  vist  seg  eksperimentelt  effektivt  i  inhibisjon  av  PDE4  isozymaktivitet  [37],  og 








Vår  hypotese  er  at  polyfenolenes  modulering  av  det  intracellulære  cAMP‐
budbringersystemet  har  terapeutisk  potensiale  ved  sepsis,  primært  gjennom  spesifikk 
inhibisjon av ulike  isotyper av cAMP‐nedbrytende fosfodiesterasene (PDE), Denne selektive 
inhibieringen  innvirker på nøkkelfunksjoner  i det  intracellulære signaleringssystemet, slik at 
tilførsel  av  polyfenoler  vil  virke  inn  på  ulike  nøkkelfunksjoner  i    immunceller. Dette  fører 
igjen  til  minsket  inflammasjonsreaksjon,  noe  som  beskytter  verten  mot  den 







som  gull‐standarden  innen  polymikrobiell  sepsis  [13,21,57].  Mange  viable  alternativer 
finnes,  som  endotoxemimodellen,  infusjon  av  levende  organismer,  bruk  av  irritanter  og 
abcessdannelse  i ekstremitetene  [26,49,70], men  tilstandene  som oppnås  kan  være  svært 
ulik karakteristika for den septiske pasient. Endotoxemimodellen fører til et kort og  intenst 
sykdomsforløp, med tidlig død som et vanlig enderesultat, og produserer ofte signifikante og 






mellom  dyrene må  tarminnholdet  utliknes  ved  å  faste  dyret  12‐18  timer  før  operasjon. 
Lengden  av  caecum  som  ligeres,  samt  antall  punksjoner  og  nålstørrelse  styrer  graden  av 
sepsis  [58].  En  dråpe  fecalt  materiale  deponeres  i  peritonealhulen  for  å  sikre  åpen 
[13] 
 
kommunikasjon mellom  tarm og peritoneum. Dyret  resusciteres etter  inngrepet ettersom 
dette  fasiliterer  den  tidlige  hyperdynamiske  fasen  av  sykdomsutviklingen.  Adekvat 
smertelindring oppnås med buprenorphin subcutant etter endt  inngrep og ny dose ti timer 
etter operasjon.  Etter CLP  inngrepet  vil dyret utvikle  symptomer  forenlig med  sepsis  som 





er  tilstede  for å  finjustere alvorlighetsgraden av  sepsis, noe  som gjør det mulig å  studere 
akutt så vel som kronisk sepsis [58]. Dette er også metodens svakhet; da utfallet etter en CLP 
er  tett  knyttet  til  flere  faktorer  ved  utførelsen  av  prosedyren,  er  konsekvent  utførelse  av 
prosedyren en  forutsetning  for å  få  sikre og  reproduserbare data. For å begrense antallet 
variabler  som affiserer alvorlighetsgraden av  inflammasjonen  (i.e graden av  sepsis  i dyret) 























Dyrene  ble  randomisert  til  de  ulike  gruppene,  og  operasjonene  ble  foretatt  i  tilfeldig 
rekkefølge, dog slik at hver gruppe alltid var  representert  i en operasjonsserie. Visuelle og 













I. Vanlige biokjemiske  serum markører  for  inflammasjon og organ  skade; CRP, 
ASAT, ALAT, GT, bilirubin, p‐amylase,  LDH,  t‐kolesterol,  LDL, urea,  kreatinin, 
cTnT, pro‐BNP og glucose 
II. Vurdere  lunge  og  lever  histopatologiske  skade  ved  å  benytte  et 
scoringssystem  basert  på  å  gradere  fire  kategorier:  nekrose,  blødning, 



















II. Ekspresjonsnivåer av  ICAM‐1  (CD54), VCAM‐1  (CD106), L‐selektin  (CD62L) og 













Sammenlikne  de  funksjonelle  konsekvensene  av  resveratrol  og  genistein med  hensyn  på 
hjerterytme compleksitet og temperatur; 
 



















uoperert  referanse  for klinisk  kjemiske markører. 46  rotter ble operert med  cecal  ligation 
and puncture (CLP) og 43 forble sham‐rotter. Da de primære endepunkter ikke viste tegn til 
















































































































































































































































[38,62], og det  samme gjelder  til en viss grad  for genistein  [61]. Etter en gjennomgang av 
analysene  foretatt  av  Klinisk  kjemisk  laboratorium  (RH)  (biokjemiske  markører)  og 
Lygstadaas  et.al  (cytokiner),  viste  det  seg  at  det  ikke  kunne  spores  noen  effekt  i 









administrasjon  til  subcutane  injeksjoner.  I  etterkant  ser  vi  at  dette  kan  ha  vært  en 
avgjørende feil. Det er uvisst om subcutane injeksjoner gir rotten god nok biotilgjengelighet 
av resveratrol og genistein til at disse kan utøve sin immunmodulerende virkning på knappe 






eller  for  langt  intervall  fra polyfenoladministrasjon  til  registrering av virkningen er også en 
mulig årsak til at vi ikke kunne fange opp en eventuell effekt.  
Sist, men  ikke minst hadde  innhøsterene  initialt problemer med blodtappingsmetoden  fra 
dyrene,  derfor  gikk  en  del  resultater  til  spille  tidlig  i  prosjektet.  Dette  bedret  seg  når 




Selv om den  litteraturen som er  tilgjengelig peker  i  retning av at dette skulle  fungere, har 
denne studien gitt manglende resultater. Basert på den tilgjengelige  literaturen, antar vi at 
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